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［ABSTRACT］ Monogenic diseases are caused by inheritance of single mutated gene, but the type of
the diseases are diversified depending on the type and locus of genetic mutation inherited. While convention-
al laboratory methods may contribute to an initial identification, a definitive diagnosis and classification of
these inherited disorders often need molecular/genetic testing. In the past twenty years, diagnostic techniques
for the genetic disorders have rapidly advanced, leading to the invention of many laboratory tests for the de-
tection of genetic disorders. In this article, we review the recent advance in the diagnostic modalities for the
genetic disorders, in hope of setting light on improvement of the clinical diagnosis and prevention.
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tion fragment length polymorphism， RFLP）、可变数
目串联重复（variable number of tandem repeat， VN-
TR）、短串联重复（short tandem repeat， STR）、简单
序列长度多态性 （simple sequence length polymor-
phism， SSLP）、扩增片段长度多态性（amplified frag-
ment length polymorphism， Amp－FLP）、单核苷酸多
态性（single nucleotide polymorphisms， SNP）；（2）分
子杂交类：Southern 印迹杂交（Southern blot）、斑点
杂交 （dot blot）、 反向点杂交 （reverse dot blot，
RDB）、Northern 印迹杂交（northern blot）、蛋白质印
迹杂交（western blot）、抑制性消减杂交（suppression
subtractive hybridization， SSH）；（3）PCR 及其衍生
技术类：聚合酶链反应（polymerase chain reaction，
PCR）、 不对称 PCR （asymmetric PCR）、 多重 PCR
（multiplex PCR）、 多重巢式 PCR（multiplex-nested
PCR）、 长片段 PCR （long PCR）、 三引物 PCR（tri-
primer PCR， TP-PCR）、逆转录 PCR （reverse tran-
scription PCR， RT-PCR）、实时荧光定量 PCR（real
time quantitative PCR， RTQ-PCR 或 qPCR）、 数字
PCR 技术（digital PCR， dPCR）、PCR 寡核苷酸探针
杂交（sequence-specific oligonucleotide primed PCR，
PCR-SSO）、 扩增阻碍突变系统 （amplification re-
fractory mutation system， ARMS）［即等位基因特异
性扩增（allele-specific amplification， ASA）］、高分辨
熔解曲线分析（high-resolution melting curve analy-
sis， HRM）、多重连接探针扩增（multiplex ligation-
dependent probe amplification， MLPA）、变性高效
液相色谱分析 （denaturing high-performance liquid






nomic amplification with transcript sequencing，
GAWTS）、全外显子测序（whole-exome sequencing，
WES）［即外显子组测序（exome sequencing）］、全基




























C M Y K





ern blot、 northern blot、 dot blot、 RDB、 SSH、 DNA
biosensors、western blot 等 。 其 中 ，Southern blot、
northern blot和 dot blot、RDB、SSH、DNA biosensors
也称核酸的分子杂交 ， 用于检测特定的 DNA、
























变， 并且 GPX3 可作为肾脏损伤初期的标记物 ［11］。




曹振龙等 ［9］利用 SSH 方法对小鼠 MOE 内受 AC3调

























变检测技术都是建立在 PCR 基础之上 ， 并且由
PCR 衍生出许多新方法，目前已达 20 余种，自动化
程度也越来越高，分析时间也大大缩短，分析结果
的准确性也有很大提高。这是因为 PCR技术可以使





才能作出的诊断现可以缩短至数小时甚至 1 h～2 h。
PCR 技术目前有许多新的发展， 用途日益扩








该法的原理是：TP-PCR 反应体系中有 2 种模
板和 3 种引物，可以在同一个反应体系中产生一个
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1 ／ 1 000～1 ／ 100范围内比较合适。 除此之外，为了保
证 PCR 产物的高忠实性，需用高忠实的 DNA 聚合
酶来代替 Taq聚合酶［14－15］。
TP-PCR 法简便、快捷、经济，可以在所期望的
任何位点将 2 种 DNA 片段连接起来， 而无需知道
DNA 片段的限制位点。 通过 TP-PCR 进行重组操






在于无需设计外源的 DNA 序列， 即可实现对目的
基因的任何常规性改造，从而避免在原有基因中引
入冗余的酶切位点的碱基序列［14－16］。
3．2．2 RT-PCR，RTQ-PCR 和多重巢式 RT-PCR 技
术
RT-PCR 为逆转录 PCR （reverse transcription
PCR） 的缩写。 逆转录 PCR 是 PCR 的一种衍生技
术。 在逆转录 PCR 中，一条 RNA 链被逆转录成为




RT-PCR 有时候也会指代实时 PCR （real time
PCR）。为了与逆转录 PCR相区别，通常被写作实时
荧光定量 PCR （real time quantitative PCR， RTQ-
PCR）［17］。 实时 PCR，属于定量 PCR 的一种，以一定
时间内 DNA 的增幅量为基础进行 DNA 的定量分
析。
多重巢式 RT-PCR 的原理同多重巢式 PCR，不
同之处在于所用的模板是 cDNA 而不是 DNA。 逆

























拷贝的目标分子 （DNA模板）， 实现 “单分子模板
PCR 扩增”， 扩增结束后， 通过阳性反应器的数目
“数出”目标序列的拷贝数。
dPCR 是 PCR 领域最激动人心的创新之一，该
技术可应用于单细胞分析、 罕见肿瘤等位基因检
测、产前诊断以及血液中游离肿瘤 DNA、表观遗传




风靡全球的 RTQ-PCR 可称为第二代 PCR 技术，它
利用荧光试剂监控扩增，来实现相对定量，在开展
基因表达分析时，需要标准曲线或参考基因来协助
定量。 而 dPCR 则可谓是第三代 PCR 技术，它不再





数少于或者等于一个。 这样经过 PCR 循环之后，有
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进行确认时，Miyake 等首先采用 CNV 芯片的方法





片或 NGS 得到的 SNP ／ CNV 位点的相关数据采用




plification refractory mutation system ／ restriction en-
donuclease， ARMS ／ RE）技术
ARMS ／ RE双重鉴定法特别适用于种植前基因






ARMS ／ RE 将 ARMS 法和 RE 法合二为一，具
有双重鉴定的效能， 即首先用 ARMS 法鉴定一次，




































单个碱基的差异。 由于每一段 DNA 都有其独特的
序列，因而在加热变性时就会有独特的溶解曲线形
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针。 每个 MLPA 探针包括 2 个荧光标记的寡核苷
酸片段， 一段引物序列和一段特异性杂交序列。
在 MLPA 反应中，2 个寡核苷酸片段都与靶序列
进行杂交， 之后使用连接酶连接 2 部分探针。 连
接反应高度特异， 只有当 2 个探针与靶序列特异














扩增数十个探针的连接产物，可用 40 对～50 对特异
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